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研究成果の概要（和文）：申請者は生殖系列移行ラット ES細胞の樹立研究のため、ラット Nanog
遺伝子制御下で蛍光タンパクおよびピューロマイシン耐性遺伝子を発現する BAC 遺伝子改変
ラットの作製に成功した。さらに、Long Evansラット ES細胞を用いた前記 BAC遺伝子導入に
おいて外来性 BAC が相同組換えによりゲノムに導入されていることが明らかとなり、ラット
ES細胞での相同組換え方法において BACの有用性が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the establishment of  germline-competent rat ES 
cells, BAC transgenic rats carrying Venus gene and puromycin-resistant gene under the 
control of rat Nanog gene were generated successfully. Furthermore, we showed that the 
BAC DNA was inserted into a single endogenous Nanog allele in rat ES cells, suggesting 
the usefulness of BAC homologous recombination in rat ES cells.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)ES 細胞 特にマウス由来の細胞は個体レ
ベルにおける遺伝子機能解析や再生医療の
基礎研究のために必須な実験資材である。
我々はノックアウトマウスを毎年約 20 系統
以上作製し、そのための近交系マウス ES細
胞も独自で開発してきた。それら ES細胞は
ナショナルバイオリソースに寄託し、多くの
研究に役立っている。特に、ノックアウトマ
ウス作製には ES細胞の効率的な生殖系列移
行能力が極めて重要である。 
 
(2)ラットES細胞 は樹立が困難であったが、
マウス ES細胞研究より複数の細胞内シグナ
ル分子のインヒビターを用いることにより
樹立が可能となってきた。しかし、ラット
ES 細胞はマウス ES 細胞より倍加時間が遅
く、形態や接着性等も異なり、ノックアウト
ラット作製のため生殖系列移行能力の高い
ES 細胞樹立方法を更に検討する必要がある。 
 
(3)Nanog はマウス ES 細胞に多能性という
独自な性質を与える主要な因子として発見
された。ES細胞における Nanog発現は動的
であり、発現抑制は分化へのコミットメント
へ傾くこと、エピブラスト幹細胞から ES細
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胞への可塑性において Nanog 発現が重要で
あることがマウスの研究から明らかとなっ
てきている。従って、多能性を保有するラッ
トES細胞樹立の検討においてラットNanog
遺伝子発現をモニターすることは極めて有
用な手段となることが予測される。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 医学・生物学研究において ES 細胞は重
要なバイオリソースである。リソースから入
手可能なマウス ES細胞はあるが、ラット ES
細胞はない。最近ラット ES細胞樹立やノッ
クアウトラット作製が僅かに報告され始め
たが、ノックアウトラット作製のためには生
殖系列移行能力が高い ES細胞が必要であり、
更にラット ES細胞の特徴を十分に理解する
必要である。 
本計画は、ラット多能性細胞が可視化及び
薬剤選別可能なラット Nanog 遺伝子改変ラ
ットを作製し、多能性細胞の可視化を初期胚
から成体まで組織レベルで検討し、ラット
Nanog 遺伝子発現を基盤とした可視化と薬
剤選別を利用し ES細胞樹立やキメララット
作製方法の検討を行い、ノックアウトラット
作製のため最適なラット ES細胞生殖系列移
行の環境を整備するための検討を行う挑戦
的研究である。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ラットNanog/Venus-Puror BAC遺伝子改
変ラットを作製 
過排卵処置したWIAR (Wistar Imamichi
（WI）の近交系)ラット受精卵に断片化した 
ラット Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子をマ
イクロインジェクションし、偽妊娠させた
WIラットの卵管に移植する。出産した子孫
は genotypingを行い、ラット
Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子改変ファウ
ンダーラットを同定する。 
 
(2)ラットNanog/Venus-Puror BAC遺伝子改
変ラットにおける外来性ラット
Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子発現 
ラット Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子改
変ラットにおける外来性
Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子の発現を
Venusの蛍光により初期胚、胎児、成体と経
時的に組織レベルで解析し、上記内在性
Nanog遺伝子発現と比較検討する。 
 
 (3) ラットNanog/Venus-Puror BAC遺伝子
改変ラット胚盤胞を用いたラット ES細胞樹
立 
過排卵処置後自然交配させたラット
Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子改変ラット
より胚盤胞を回収し、マウス胎児線維芽細胞
上で培養・継代する。培養液には細胞内シグ
ナル分子インヒビター（GSK3インヒビタ
ー：CHIP99021、MEKインヒビター：
PD0325901）を添加し、ES細胞の多能性を
Venus蛍光のモニターしながら、ES細胞の
樹立を検討する。 
 
(4) Long Evansラット胚盤胞からのラット
ES細胞樹立と相同組換えによるラット
Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子導入 ES細
胞の樹立 
過排卵処置後自然交配させた野生型 Long 
Evansラットより胚盤胞を回収し、マウス胎
児線維芽細胞上で培養・継代する。培養液に
は細胞内シグナル分子インヒビター（GSK3
インヒビター：CHIP99021、MEKインヒビ
ター：PD0325901）を添加し、ES細胞樹立
した。 
その後、断片化したラット
Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子をエレクト
ロポレーションにてラット ES細胞に導入し、
Venus蛍光にてクローニングを実施した。 
相同組換えの確認は Nanog BAC DNAを
プローブと細胞分裂中期の染色体標本を用
いた染色体 FISH解析によって確認された。 
 
 
４．研究成果 
(1)ラット Nanog/Venus-Puror遺伝子改変ラ
ットを作製 
細菌人工染色体（BAC）に導入された Long 
Evansラットの Nanogゲノム（78 kbの 5’
遺伝子制御領域、4つのエクソンと 3つのイ
ントロンを含む 7 kb、さらにその 3’側に 108 
kbの領域を含む合計 193 kbの Nanogゲノ
ム領域）の第１エクソンに非侵襲的に細胞を
可視化するため Venus遺伝子、さらに IRES
を挟みその下流にピューロマイシン耐性遺
伝子の挿入を Red/ET遺伝子組換えシステム
により実施し、Nanog/Venus-puror BAC 遺
伝子を構築した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)ラットNanog/Venus-Puror BAC遺伝子改
変ラットにおける外来性ラット 
この直鎖化した Nanog/Venus-Puror BAC
遺伝子は過排卵処置後自然交配した WIAR
図１．ラット Nanog BAC DNAを相同組み換えした 
ラット Nanog/Venus-Puror遺伝子 
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Nanog
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2.4 kb  
ラットの受精卵前核へ常法に従い導入した。
出産・離乳後 PCR により蛍光タンパクにプ
ライマーを設定し Genotyping を実施した結
果、3匹の Nanog/Venus-Puror BACファウ
ンダーラットを同定された。しかしながら、
Nanog/Venus-Puror BAC の生殖系移行が確
認されたラインは 1ラインのみであった。そ
こで、この系統の子孫における外来遺伝子が
未分化細胞特異的に Venus を発現させるか
検討するため、Nanog/Venus-Puror BAC ラ
ット胚盤胞内部細胞塊を解析した。結果、図
２に示すように、強い Verus蛍光が胚盤胞内
部細胞塊で観察され、栄養外胚葉では確認さ
れず、Nanog/Venus-Puror BAC 遺伝子が個
体レベルで機能することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果はNanog/Venus-Puror BAC遺伝子
改変ラットは未分化細胞を非侵襲的に可視
化できる有用な生物資源であることがが示
唆された。 
 
(3) ラット Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子
改変ラット胚盤胞を用いたラット ES細胞樹
立 
次にこの Nanog/Venus-Puror BAC ラッ
ト胚盤胞より ES細胞の樹立を試みた。透明
帯を除去したラット胚盤胞は、GSK3インヒ
ビター （CHIP99021）や MEK インヒビタ
ー（PD0325901）および白血病抑制因子
（LIF）が添加されたラット ES 細胞用培養
液を用い、マイトマイシン C処理したマウス
胎仔線維芽細胞上で培養された。栄養外胚葉
接着後内部細胞塊をメカニカルに剥離させ、
分離した内部細胞塊は軽度にトリプシン処
理したのちマイトマイシン C 処理したマウ
ス胎仔線維芽細胞上に播種した。この方法に
て Long Evansラット胚盤胞より ES細胞を
樹立したところ、図３に示すようにラット
ES 細胞の樹立に成功した。しかしながら、
同様の培養液および樹立方法において
Nanog/Venus-Puror BAC 遺伝子改変ラット
胚盤胞より ES細胞樹立を実施したが、内部
細胞塊を播種後、ES 細胞様のコロニー形態
が認められなかった。 
これらのことは、現在使用されているラッ
ト ES細胞樹立方法は多様なラット系統に対
し普遍的な方法ではなく、効率に生殖系列移
行する ES細胞樹立のため更に改良を加えて
行く必要があることが明らかとなった。その
ひとつとして多能性をモニター可能な本シ
ステムは ES細胞樹立方法や培養液改善方法
を検討するため有用であることが再認識さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (4)ラット Long Evans由来のラット ES 細
胞を用いた Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子
導入 ES細胞の樹立と BAC相同組換え 
 ラット ES細胞に最適な培養組成を検討す
るため ES細胞の未分化能状態を蛍光タンパ
クにて可視化可能な ES細胞を作製するため、
先の実験にて樹立した Long Evansラット由
来の ES 細胞に Nanog/Venus-Puror BAC 
DNA 断片をエレクトロポレーション法によ
り導入した。 
 導入したES細胞のコロニーはVenusの蛍
光をもとにクローニングを行い、安定して
Venus蛍光を発現する複数のクローンを得た。
それらクローンの内、無作為に選別された 1
クローンのみを用いて更に詳細な解析が試
みられた。図４はそのクローンの蛍光実体顕
微鏡観察像である。左が明視野、右が Venus
蛍光像であり、強い Venus蛍光がラット ES
細胞コロニー全体に検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子改変ラット 
胚盤胞内部細胞塊における Venus遺伝子発現 
 
 
図３．Long Evans ラット胚盤胞から樹立した野生型
のラット ES細胞 
 
図４．Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子導入 Long Evans
ラット胚盤胞から樹立した野生型のラット ES 細胞と
Venus蛍光 
 
このラット Nanog/Venus-Puror BAC遺伝子
導入ES細胞におけるVenus蛍光が未分化な
細胞においてのみ生じているのか検討する
ため、ES 細胞培養液より未分化維持に係わ
る CHIP99021、PD0325901 および LIF を
除き ES細胞を培養し、Venus蛍光の発現を
観察した。結果、図５に示すように ES細胞
の丸く立体的なコロニー形態が不定型で扁
平なコロニー形態へと変化し始め、一部のコ
ロニーは円形を留めていたが、Venus発現は
どのコロニーにおいても激減し検出限界で
あり、その後完全に消失した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果より Long Evans ラット
Nanog/Venus-Puror BAC 導入 ES 細胞は未
分化状態と分化状態を非侵襲的に蛍光モニ
ター可能であり、有用な生物資源となること
が示唆された。 
 マウス ES細胞において BAC DNAの導入
はプラスミド DNA の導入より高頻度に相同
組換えを引き起すことが報告されている。そ
こで上記 Nanog/Venus-Puror BAC 導入 ES
細胞の特徴のひとつを明らかにするため、
Nanog/Venus-Puror BAC をプローブとして
用いた染色体 FISH解析を試みた。染色体標
本は細胞分裂中期のものを用いた。ラット染
色体の正常染色体数は 42 本であり、
Nanog/Venus-Puror BAC 導入 ES 細胞の
90％の細胞は正常な染色体数 42 本を保有し
ていた。ES細胞において内在性 Nanog遺伝 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
子は 2コピー存在する。Nanog/Venus-Puror 
BAC が無作為に染色体に挿入された場合、
FISH解析では 3個以上のシグナルが検出さ
れるが、相同組換えが生じた場合、2 個のシ
グナルのみの検出となることが推察される。
図６に示すように、Nanog/Venus-Puror BAC 
ES 細胞では 2 つの第４染色体長腕のテロメ
アに近い部位に各一つのシグナル（合計 2つ
のシグナル）が観察され、それ以外のシグナ
ルはどの標本でも観察されなかった。 
ラ ッ ト Nanog は 第 ４ 染 色 体 q42
（222552995-222560653）に位置する遺伝子
で あ る 。 従 っ て こ の 結 果 は
Nanog/Venus-Puror BAC ES 細胞では導入
された外来性の Nanog/Venus-Puror BACが
内在性の片側の Nanog 遺伝子と相同組換え
を引き起したことを示すものであり（図７）、
ラット ES 細胞での相同組換え方法において
BAC の有用性を期待される興味深い結果を
得ることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本 研 究 に よ っ て 作 製 さ れ た ラ ッ ト
Nanog/Venus-Puror BAC ラットはナショナ
ル・バイオリソースプロジェクトに寄託する
ため準備中である。 
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